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1. RESUMEN

La edicidén del genoma tiene potencial para la correccion dirigida de mutaciones
en la linea germinal. En este trabajo, describimos la Miocardiopatia
Hipertrofica, enfermedad causada principalmente por la mutacién heterocigota
del gen MYBPC3, principal causa patolégica de muerte subita en personas de
20 a 35 afos, y exponemos su tratamiento actual. Ademas, hacemos una
revision del sistema CRISPR, especificamente CRISPR-cas9, un sistema
encontrado en distintas bacterias que les confiere inmunidad adaptativa,
exponiendo su descubrimiento, evolucion y funcionamiento ademas de sus
posibles utilidades en la actualidad y, principalmente su aplicacion en terapia

génica en humanos.

Por este motivo realizamos una revision sisteméatica del estudio Correccion de
la mutacibn de un gen patogénico en embriones humanos, en el que
observamos la implantacion del sistema CRISPR en embriones humanos. Las
roturas inducidas por este sistema en el alelo paterno mutante se repararon
predominantemente usando el gen homélogo de tipo salvaje en lugar de una
plantilla de ADN sintético. Al modular la etapa del ciclo celular en la que se
indujo el corte, pudieron evitar el mosaicismo en la escision de embriones y
lograr un alto rendimiento de embriones homocigéticos que portan el gen
MYBPC3 de tipo salvaje sin evidencia de mutaciones fuera del objetivo. La
eficiencia, precision y seguridad del enfoque presentado sugieren que tiene
potencial para ser utilizado para la correccibn de mutaciones hereditarias en
embriones humanos. Sin embargo, surgieron detractores de estos resultados,
exponiendo que estos estaban causados por grandes delecciones del genoma
provocado por CRISPR-Cas9, lo que no permitia la amplificacion del gen
mutante por PCR, por lo que los homocigotos medidos eran realmente los
alelos de tipo silvestre. Queda asi reflejada, por tanto, la necesidad de

continuar con los estudios.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Miocardiopatia hipertréfica

La miocardiopatia hipertrofica es una enfermedad que se manifiesta,
generalmente, como un engrosamiento (hipertrofia) de las paredes del
miocardio (Figura 1). Afecta en su mayoria al ventriculo izquierdo, aunque

pueden estar afectadas otras zonas, como el septo medial, el apex, etc.

Corazon normal Cardiomiopatia hipertrofica

Muasculo
cardiaco
agrandado

Ventriculo Ventriculo
derecho izquierdo

Figura 1. Comparacion de un corazén normal con un corazén con cardiomiopatia

hipertrofica.

Esta enfermedad puede presentarse generalmente de dos formas bien
diferenciadas:

Primaria o forma familiar (MCH). Es la mas frecuente. Se debe a la presencia
de mutaciones en los genes responsables de diferentes proteinas del musculo

del corazdén. Su herencia es autosémica dominante y, por tanto, la probabilidad
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de que un progenitor heterocigoto trasmita la mutacion a cada uno de sus hijos
es del 50%.

Secundaria a otras enfermedades. Causadas por enfermedades del

metabolismo, neuroldgicas y endocrinolégicas.

2.1.1.-Miocardiopatia Hipertr6fica Familiar (MCH).

Debido al alto porcentaje de enfermos que presentan MCH hereditaria, es
necesario centrarse, principalmente, en esta forma de la enfermedad, y en las

caracteristicas que presenta.

Se trata de un sindrome con herencia autosémica dominante. La expresion de
la enfermedad varia considerablemente, no sélo entre las distintas familias
portadoras de una determinada mutacion, sino también dentro de una misma
familial. Asi, no es raro que una misma mutacién se comporte de manera
distinta dependiendo del individuo que la posea, lo que sugiere que la
manifestacion de la enfermedad puede estar influenciada por condicionantes
como el sexo, la edad y factores genéticos (otras mutaciones, polimorfismos,

genes modificadores) y ambientales.

Esta enfermedad puede ocasionar principalmente dos cuadros clinicos: MCH

obstructiva y MCH no obstructiva.

La MCH obstructiva se presenta en la mayoria de las personas con
miocardiopatia hipertrofica. En esta forma de la enfermedad, la pared entre los
ventriculos se agranda y obstruye el flujo sanguineo, por lo que el corazén
tiene que realizar un mayor esfuerzo para llevar a cabo su funcion. Alrededor
del 70% de las personas con MCH experimentan sintomas obstructivos, y son

éstas las que presentan peor prondstico.

En la MCH no obstructiva, no hay una obstruccién significativa del flujo de
sangre. Sin embargo, el ventriculo izquierdo tiende a volverse rigido, lo que
reduce la cantidad de sangre que puede contener y la cantidad de ésta que se
bombea con cada latido del corazén. Esta forma supone alrededor del 30% de

las personas que presentan la enfermedad.



Suele aparecer en la adolescencia o en la edad adulta, con una prevalencia de
1 entre 500 y supone la primera causa de muerte subita entre los menores de
35 afos. El 25% de los casos se dan en personas mayores, de las cuales la
mitad presentan la forma obstructiva de la enfermedad. En cuanto a la infancia,

los casos son mas escasos, aunque no inexistentes.

2.1.2.- Sintomas de la MCH

Gran parte de las personas que presentan miocardiopatia hipertréfica no
muestran sintomas visibles. En muchas ocasiones, el primer sintoma

manifestado es la muerte subita.

En caso de aparicion de otros sintomas, son comunes en la enfermedad:

e Disnea.

e Dolor toracico.

e Fatiga

e Palpitaciones.

e Mareo.

e Pérdida de conocimiento.

e Arritmias.

En general, los sintomas tienden a mantenerse estables durante toda la vida,
aunque, en ocasiones, empeoran con el paso del tiempo, dando lugar a

complicaciones mas graves, como:

Fibrilacion auricular.

Muerte cardiaca subita.

Obstrucciones del flujo sanguineo.

Miocardiopatia dilatada.

Problemas en la valvula mitral.



Insuficiencia cardiaca.

2.1.3.-Diagnéstico

Debido a la variedad de los sintomas y a la gran cantidad de pacientes que
sufren la enfermedad de manera asintomatica, el diagndstico de la enfermedad
es dificil. Este diagnoéstico suele ser realizado durante un examen o control
periddico en la forma no familiar de la enfermedad o en MCH de aquellas
familias que no saben que son portadoras de la mutacién del gen. En caso de
MCH en familias que saben que son portadoras de la mutacién del gen, los
familiares de primer grado (padres, hijos o hermanos) de una persona con
miocardiopatia hipertrofica deberian consultar con sus médicos acerca de la

necesidad de hacerse exdmenes para la deteccién de la enfermedad.
Este diagndstico puede ser realizado a través de varios métodos:

A. Electrocardiograma (ECG): En la MCH, se observan numerosas
anormalidades electrocardiograficas. El hallazgo principal en un ECG
en pacientes jovenes con miocardiopatia hipertrofica es la presencia
de ondas Q patolégicas. Se observan en el 30% de los casos y
aparecen por el aumento de las fuerzas eléctricas que se generan en
las zonas hipertrofiadas.

B. Radiografia de torax: Los hallazgos son variables. El tamafio del
corazén puede oscilar desde normal a claramente aumentado, pero
existe poca correlacion entre el tamafio del corazén y la severidad de
la enfermedad.

C. Ecocardiografia bidimensional: La Ecocardiografia bidimensional
es, hoy en dia, la prueba de eleccion en la evaluacion de la MCH, ya
gue, ademas de ser la mas sensible para su diagnostico, es también
atil para identificar pacientes con hipertrofia localizada en lugares
poco usuales o de menos frecuencia. Ademas, puede aportar otros

aspectos de interés clinico, como son la aproximacién no invasiva al



tipo de obstruccién y la valoracion objetiva de cambios evolutivos o
terapéuticos que puedan tener importantes implicaciones en el
pronostico de la enfermedad.

Exploracion fisica: Es posible detectar la enfermedad mediante un
examen fisico debido a que, en ocasiones, se produce un soplo
sistolico caracteristico. En este caso, debe ser confirmado el

diagndstico con otra de las pruebas anteriores.

2.1.4.- Tratamiento

Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento de la MCH esta dirigido fundamentalmente a aliviar los sintomas

de insuficiencia cardiaca y prevencion de la muerte subita.

Blogueantes beta: Son el tratamiento de elecciébn. Se observa
mejoria de la disnea, los mareos y del sincope, junto con disminucion
de los sintomas obstructivos. Ejemplo: propranolol.

Blogueantes de los canales de calcio: De segunda eleccion,
cuando fallan los bloqueantes beta. Son utilizados debido a su efecto
inotrépico negativo, produciendo una mejoria de los sintomas.
Ademas, producen una relajacion ventricular que provoca la mejoria
del llenado diastélico y disminucién de las presiones de llenado del
ventriculo izquierdo. Ejemplo: Verapamilo.

Diltiazem y dihidropiridinas: A pesar de sus efectos de mejoria
sobre la funcion diastélica, deben evitarse en la MCH debido a su

notable efecto vasodilatador.

Cabe destacar que no existen estudios concluyentes de que los farmacos

anteriores garanticen la prevencion de la muerte subita ni una mejora en la

supervivencia del paciente, aunque si controlan los sintomas.



Tratamiento quirdrgico

Existe un grupo de pacientes que persisten con sintomas severos a pesar de

tomar una medicacion maxima de los farmacos anteriormente mencionados. En

estos pacientes, se recurre a tratamiento quirargico:

Miectomia septal transadrtica: También conocida como cirugia de
Morrow, se considera actualmente el tratamiento de eleccion. Se trata de
un procedimiento a corazén abierto por el cual se elimina parte del
tabigue engrosado y agrandado que separa los ventriculos. La
eliminaciéon mejora el flujo sanguineo y reduce la insuficiencia de la
valvula mitral.

Ablacién del tabique. En la ablacion del tabique, se produce un infarto
de miocardio controlado mediante la inyeccion de alcohol a través de un
catéter que se coloca en la arteria que irriga la zona. Esta necrosis y
posterior fibrosis, disminuye el espesor, mejorando los sintomas de la
enfermedad. Las posibles complicaciones de este procedimiento
comprenden el bloqueo auriculoventricular que requiere la implantacién
de un marcapasos y el riesgo que supone el propio infarto miocéardico
provocado. Su indicacion estaria orientada fundamentalmente a
pacientes de edad avanzada, o en aquéllos donde haya una
contraindicacién para la cirugia cardiaca.

Desfibrilador cardioversor implantable. Se trata de un pequefio
dispositivo que controla los latidos del corazon, implantado en el pecho
como un marcapasos. Si se produce alguna alteracién que podria poner
en riesgo la vida del paciente, el desfibrilador administra descargas
eléctricas calibradas para restablecer el ritmo cardiaco normal. El uso
del desfibrilador se reserva a pacientes con una elevada probabilidad de

sufrir muerte subita por anomalias en el ritmo cardiaco.

Debido a la severidad de la enfermedad y riesgo de muerte subita en personas

jovenes, ademas de la falta de una cura (Unicamente se controlan los

sintomas), y las dificultades que siempre suponen las intervenciones

quirurgicas, se crea la necesidad de seguir investigando. A causa de la gran



cantidad de casos debidos a la herencia familiar, se hace evidente la
importancia de la genética para el estudio de las mutaciones génicas que

causan la enfermedad y parala busqueda de una solucién terapéutica.

2.1.5.- Bases genéticas de la MCH

La MCH esta causada, mayoritariamente, por mutaciones en alguno de los
genes que codifican para las proteinas contractiles del sarcoémero, por lo que
se define como una enfermedad sarcomérica?. El 50-60% de los casos de MCH
son debidos a la mutacién de uno de estos genes, y de éstos, el 75% estan

causados por mutaciones en los genes MYBPC3 o MYH7 (Tabla 1).

CHROMOSOME % OF ALL
LOCUS HCM
Beta-MHC MYH? 14q12 30-35%
Myosinn-binding protein C  MYBPC3 11pl11.2 20-30%
Troponin T TNNT2 1932 10-15%
Alfa-tropomyosin TPMI1 15q22.1 <5%
Troponin 1 TNNI3 19q13.4 <5%
Myosin light chains Essential MYL3 3p21 <1%
Regulatory MYL2 12q24.3 <1%
Actin ACTC 15q14 <0,5%
Titin TTN 2q24.3 <0,5%
Alfa- MHC MYH6 14912 <0,5%
HCM = hypertrophyc cardiomyopathy; MHC = myosin hem:y c;tain, N

Tabla 1. Genes causantes de la miocardiopatia hipertréfica.

La MCH familiar se relacion6 con las mutaciones en el gen MYBPC3 que
codifica la proteina c-MyBPC. Estas mutaciones fueron descritas por primera
vez en 1995. Desde entonces se han identificado mas de 150 mutaciones en

dicho gen.

Aunque existen casos de MCH con ausencia de mutacién en los genes que
codifican proteinas contractiles sarcoméricas, son una gran fuente de estudio

para intentar suprimir la enfermedad debido al alto porcentaje de enfermos que
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genera. Se han valorado estudios en otras proteinas sarcoméricas, pero dichas

mutaciones o fenotipos aparecen con muy baja frecuencia.

Un tercio de las mutaciones en el gen MYBPC3 son sustituciones de un unico
aminoacido* (mutaciones de cambio de sentido), otra tercera parte son
deleciones o inserciones que causan un cambio de pauta en la lectura de
codones, y el resto son mutaciones que causan codones stop (mutaciones sin
sentido) y deleciones o inserciones que no producen cambio de pauta de
lectura. A pesar de que esta establecida la importancia de este gen en la
patologia de la enfermedad cardiaca, se sabe poco acerca del mecanismo por
el que las mutaciones en MYBPC3 causan MCH.

2.1.5.1 Proteinas C de unién a la miosina. Isoforma cardiaca

Estructura de la proteina C de unién a la miosina. Isoforma cardiaca

La MyBPC se purificé y caracterizé en 1973. Se encuentra ubicada sobre los
filamentos gruesos en bandas discretas separadas entre si por 43 nm. El
namero exacto de bandas depende del tipo de musculo. Se engloba dentro de
la superfamilia de inmunoglobulinas (lg) intracelulares y esta compuesta por
dominios repetidos de tipo Ig y de tipo fibronectina (Fn). Existen tres isoformas
de proteina C de unién a miosina en el ser humano, codificadas por tres genes
distintos: MYBPC1, MYBPC2 y MYBPCS3. El primero se expresa en el masculo
esquelético lento, el segundo en el musculo esquelético rapido y el tercero, el
de interés en este trabajo, en el musculo cardiaco

Las tres isoformas de MyBPC (Figura 2) poseen 10 dominios globulares (C1-
C10), el motivo myosin-S2, que comprende los dominios de tipo Ig C1ly C2, y
la regidn rica en prolina/alanina (PA) antes del dominio Cl. Ademas, la
isoforma cardiaca consta de un dominio de tipo Ig adicional en el extremo N-
terminal, denominado CO, una region con multiples sitios de fosforilacion (M)
dentro del motivo Myosin-S2, entre los dominios C1 y C2, y 28 aminoacidos
adicionales en el dominio C5. Estos dominios permiten a la MyBPC cardiaca (c-

MyBPC) interaccionar con otras proteinas sarcoméricas y ejercer diversas
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funciones, como la modulacion de la movilidad cabeza-cola de la miosina y la

estabilizacion de la estructura del sarcomero.

1 2 3 45 6 78910 12 131517 18 19 2122 23 25 26 27 28 30 3233 35

mFlNA 5A 2 |3|4| 5 | 6 HH| 12 13| 15!16| 17 :|18| 19 :||:21H23|!24| 25 'ZSI 27 ‘28[ 29 !30' 31 4 33 |JA|3:‘\3

cMyBP-C Co |PA c1[ M [ C2|C3|cC4 . c5 (c6 X C7 ) c8 [ Cc9 ) c10 | O Cardiac-specific regions

|

Interactome

Myosin-S2

i Actin

Figura 2. Composicion, localizaciéon genomica y estructura de cMyBP-C. En amarillo las

regiones especificas de esta proteina en comparacién con otra MyBP-C.

Funciones de la proteina C de unién a la miosina. Isoforma cardiaca

En un primer momento, se consider6 que la MyBPC era una proteina
estructural, pero parece que también posee una funcion reguladora, ya que hay
estudios realizados en ratones, Unicos animales que también presentan la
isoforma cardiaca del gen, en los que la eliminacion de la funciébn mediante
knockout (KO) demuestra que la proteina juega un papel importante en la

modulacién de la contractilidad muscular.
- Funcién estructural

La c-MyBPC contribuye significativamente a la integridad estructural y a
las propiedades mecanicas del sarcomero. Posee como funcion principal
la formacién y estabilidad del filamento grueso*, contribuyendo a la
resistencia y a mantener la correcta disposicion de las cabezas de
miosina. También ayuda a la consolidacibn de la estructura

proporcionando una unién mecanica entre los filamentos finos y gruesos.

- Funcién reguladora
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La fosforilacion de la c-MyBPC es esencial para el normal
funcionamiento delcorazén y para la regulacion del miocardio. Se
desconoce con cuantos sitios de fosforilacién cuenta la c-MyBPC, pero
niveles adecuados de proteina fosforilada le confieren al individuo
propiedades cardioprotectoras, disminuyendo asi, hasta en un 60 %, la
insuficiencia cardiaca y el dafio isquémico. Ademas, a través de la

fosforilacién, se modula la funcién contractil.
Por otro lado, se ha demostrado® que la falta de c-MyBPC:

* Reduce la sensibilidad al Ca2+, dependiente de la longitud del

sarcomero.

» Disminuye significativamente la sensibilidad al Ca2+ queproduce

la proteina quinasa A (PKA).

2.1.5.2. Mutacién de MyBPC3 y fenotipo

En el caso concreto de los portadores de la mutacion en el gen MyBPC3, la
expresion fenotipica de la enfermedad se puede manifestar tanto como una
hipertrofia severa a edades tempranas como una forma suave durante la edad

adulta

El fenotipo de los pacientes con MCH y mutacion en el gen MyBPC3 puede ser
consecuencia de una Unica mutacion o de més de una, ya que pueden existir
mutaciones adicionales en este gen o en otros relacionados. Ademas, en el
gen MyBPC3, con frecuencia, se identifican mutaciones nuevas que aparecen
en una Unica familia. En estos casos, la asignacion de la mutacién como causa

de enfermedad es dificil si la penetrancia es incompleta.

2.2. CRISPR

2.2.1 Descubrimiento de CRISPR

Todo empezo6 cuando Francisco Mojica comenzo sus estudios de doctorado en

1989 en la Universidad de Alicante, investigando en Haloferax mediterranei, un
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microbio archaea (un grupo de microorganismos unicelulares que, al igual que
las bacterias, tienen morfologia procariota) con extrema tolerancia a la sal. Su
director de tesis habia comprobado que la concentracion de sal del medio de
crecimiento parecia afectar la forma en que las enzimas de restriccion cortaban
el genoma microbiano, y Mojica se propuso caracterizar los fragmentos

alterados.

En el primer fragmento de DNA que examind, Mojica encontré una estructura
inesperada: copias multiples de una secuencia palindromica repetida de 30
bases, separadas por espaciadores de aproximadamente 36 bases, que no se
parecian a ninguna familia de repeticiones conocidas en microbios. Pronto

descubrio repeticiones similares en otros microbios del reino de las archaea.

Comprobo la existencia de otros estudios similares en cuanto a este hallazgo y
descubrié una publicacion de un grupo japonés en el que se mencionaba una
secuencia repetida con una estructura similar en Escherichia coli, aunque no
con la misma secuencia que la de Haloferax. Mojica se dio cuenta de que la
presencia de tales estructuras similares en ambos microbios debia sefialar una

funcién importante en procariotas.

Llam6é a dichas repeticiones short regularly spaced repeats (SRSRs), en
espafiol repeticiones cortas regularmente espaciadas, aunque el nombre de
éstas cambiaria mas tarde a clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR), en espafiol repeticiones palindrémicas
cortas agrupadas y regularmente interespaciadas. En los siguientes afios,
se siguieron encontrando dichas secuencias palindrobmicas en microbios
diferentes, incluyendo Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile, y la
bacteria de la peste Yersinia pestis. Ademas, se observo la presencia de genes

especificos asociados a CRISPR (genes cas), situados cerca.

En un principio se propuso que CRISPR estaba involucrado en la regulacion de
genes, en la divisién de replicones, en la reparacion de DNA, ademas, de otras

funciones. Pero no se consiguio ninguna evidencia de que esto fuera asi.
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2.2.2. Funcion de CRISPR

Siguieron los estudios en cuanto a la funcién de CRISPR, y los investigadores,
entre ellos Mojica, se centraron en las secuencias de bases que separaban
(espaciadores) las secuencias repetidas. Observaron que muchos de estos
espaciadores eran secuencias encontradas en el DNA de bacteriéfagos que
atacaban a las bacterias, y no solo eso, sino que las cepas que poseian dichos

espaciadores eran inmunes al ataque de estos bacteriofagos.

Por tanto, qued6 demostrado que los loci CRISPR contenian las instrucciones
para un sistema inmune adaptativo que protege a los microbios contra
infecciones especificas. Por otra parte, se comprobdé que, ademas, los
microbios son capaces de, tras un primer ataque de un plasmido o fago,
interiorizar un fragmento de su DNA, que le conferird inmunidad sobre este

invasor para siguientes ataques®.

2.2.3. Genes cas

Los genes asociados a CRISPR, llamados cas, son genes situados en lugares
proximos al loci de CRISPR. La funcién de la mayoria de los genes cas es la de
modificar el fragmento de DNA del virus o plasmido invasor para que pueda ser
internalizado como espaciador en el loci CRISPR. Otros, como cas9, tienen su

funcién en la inmunidad adaptativa de la bacteria.

Se han hallado muchos genes cas diferentes. El sistema actual de clasificacion
los agrupa en tres tipos principales de sistemas CRISPR-Cas, con cas3, cas9
(anteriormente csnl) y cas10 siendo los genes caracteristicos de los sistemas
de tipo I, tipo Il y tipo lll, respectivamente. Esta clasificacion se ha realizado
mediante la identificaciébn de varios elementos distintivos en la organizaciéon
genomica de dichos sistemas. Los genes casl y cas2 suelen formar parte de
todos los sistemas CRISPR-Cas. Se pueden encontrar distintas formas de
estos sistemas en un mismo individuo sugiriendo que son compatibles e incluso

podrian compartir elementos.
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De estos tres tipos principales nos centraremos en el tipo Il y su gen cas

caracteristico, el cas9.

2.2.4. Mecanismo de CRISPR/Cas9

Todos los sistemas de tipo || CRISPR-Cas contienen, ademas de cas9 como
gen principal, el par de genes casl y cas2 que se requieren para la adquisicion
del espaciador a partir del DNA del organismo invasor. Este grupo se subdivide
a su vez en tres subtipos con caracteristicas similares, pero que se diferencian

en algunos de sus componentes.

El gen cas9 codifica una nucleasa, la enzima Cas9, con dos sitios de corte
activos en el DNA (HNH y RuvC), uno para cada hebra de la doble hélice.

Gracias a esta actividad, es capaz de provocar la degradacion del DNA del

agente invasor, otorgando asi inmunidad a la bacteria.

En la Figura 3, se describe paso a paso el funcionamiento del complejo
CRISPR/Cas9 de tipo Il.

- En 5A, se observa la estructura, que contiene una matriz CRISPR,
cuatro genes que codifican proteinas (cas9, casl, cas2 y csn2) y un gen
para el tracrRNA. La matriz CRISPR contiene regiones repetidas
(diamantes negros) separadas por regiones espaciadoras derivadas de
fagos y otros elementos genéticos invasores (rectangulos coloreados).

- En 5B, se produce la transcripcion de la matriz CRISPR vy el tracrRNA,
dando lugar a un pre-crRNA largo y un tracrRNA.

- En 5C, estos dos RNA hibridan a través de secuencias complementarias
y se procesan a formas mas cortas, con la ayuda de Cas9 y la RNasa lIl.
Las secuencias repetidas de la matriz CRISPR son las encargadas de la
asociacién con el tracrRNA, dando lugar a su estructura caracteristica.

- En 5D, el complejo resultante (Cas9 + tracrRNA + crRNA) comienza a
buscar las secuencias de DNA complementarias a la secuencia del

espaciador, que se muestra en rojo. El reconocimiento de la diana
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también requiere la presencia de un protospacer adjacent motif (sitio
PAM), en azul en la imagen, compuesto por dos nucleétidos de guanina
y otro nucledtido cualquiera, que participa en una mejor union.

- En 5E, una vez se ha unido Cas9 a la diana, tras la hibridacion de ésta

con el crRNA, la enzima corta el DNA en ambas hebras 3 pb por delante

del sitio PAM.
A tracrRNA ICR'SPR_ array
I | !
———{  coso  H{ cesiHeasZH csa2 T4 4N
B ' {
tracrRNA pre-crRNA
— e e Y e Pl
c S———
cas$§ )
zﬂﬁ RNase Il
D _—
E =
casy
M| (IO

Figura 3. Etapas del mecanismo de CRISPR.

2.2.5. Aplicaciones de la techologia CRISPR-Cas9

Desde que se ha descubierto el funcionamiento de CRISPR-Cas9, se han

realizado miles de estudios y propuestas de posibles aplicaciones beneficiosas
de este sistema.
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Inicialmente, se tomdé como principal objeto de estudio a las bacterias, ya que
es donde se habia descubierto, siendo utilizado para la identificacion de cepas
o tipado. Pero rapidamente se procedio a la realizacion de estudios de su

aplicacion en organismos mas complejos.

Se han determinado utilidades en Agricultura, otorgando a los cultivos
resistencias especificas, en Alimentacidn, consiguiendo asi evitar ciertas
alergias, pero la tecnologia CRISPR tiene, como principal funcién, su uso en

Terapia Génica en humanos.

2.2.6. Crispr-Cas9 vy Terapia Génica en humanos

Las nuevas técnicas han supuesto una mejora en el tratamiento y prevencion
de muchas enfermedades de alto impacto en la sociedad actual. Gracias a
éstas, los investigadores pueden editar o modular directamente la funcién de
las secuencias de DNA en su contexto enddgeno, en casi cualquier organismo
gue se propongan, lo que les ha permitido identificar las variaciones genéticas
causales de estas enfermedades. En resumen, la terapia génica se refiere al
proceso de hacer modificaciones dirigidas al genoma, sus contextos (por
ejemplo, marcas epigenéticas), o sus resultados (por ejemplo, transcripciones).

Los genomas eucariotas contienen miles de millones de bases de DNA y son
dificiles de manipular. Uno de los avances en la manipulacion de los genomas
ha sido el desarrollo de modificaciones en los genes por recombinacion
homologa (HDR), en la que se introducen plantillas de reparacion exdgenas
que poseen homologia con las secuencias a reparar. Una serie de estudios’
llevaron a la conclusion de que las roturas de doble cadena de DNA pueden ser
utilizadas para la edicion de los genomas mediante HDR. Estos estudios
también habian demostrado que, en ausencia de una plantilla de reparacion
por homologia, se inducen inserciones o deleciones (indels) por reparacion por

unién de extremos no mediada por homologia (NHEJ) (Figura 4).

18
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Figura 4. Imagen de las 2 posibles posibilidades de reparacién de las roturas de doble

cadena en el DNA. A la derecha, reparacion por HDR (Util para la edicién génica) y en la
izquierda, reparacién por NHEJ que introduce indels que dan lugar a codones de parada

prematuros.

La nucleasa Cas9 esta dirigida por una cadena corta de ARN, que reconoce el
ADN diana, mediante emparejamiento de bases, siendo el elemento
fundamental para la especificidad de CRISPR-Cas9, ademas de la presencia
de un sitio PAM cercano a esta region. Esta secuencia, que suele ser la
complementaria a una parte del bacteriéfago invasor, puede ser facilmente
reemplazada por una secuencia de interés para reorientar la nucleasa Cas9
hacia la secuencia de un gen de interés para la generacion de roturas de doble
cadena que son posteriormente reparadas. Esta caracteristica, combinada con
su gran especificidad, ha convertido a CRISPR-Cas9 en el sistema mas
prometedor de todos los existentes.

Como mayor desventaja del uso de CRISPR-Cas9, encontramos los altos
niveles de reparacion del DNA no mediada por homologia (NHEJ). Esto da
lugar a la introduccion de indels, que cambian la pauta de lectura
incrementando la probabilidad de que se formen tripletes de bases que
codifiquen para un codon de stop, lo que suele ser muy perjudicial para la

funcién de los genes.
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Para minimizar este problema e incrementar la especificidad, los dominios
nucleasa de Cas9 pueden ser mutados independientemente el uno del otro,
bloqueando la actividad de HNH o RuvC, lo que convierte la enzima en una
nicasa de DNA capaz de introducir un corte en sélo una de las hebras del
DNAS,

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo es realizar una revision del estudio
Correccién de la mutacién de un gen patogénico en embriones humanos,
exponiendo y explicando resultados y alternativas a las conclusiones obtenidas,
aportando como antecedentes los genes implicados y la tecnologia aplicada en

7z

él.

3.2. Objetivos especificos

- Definir la Miocardiopatia Periférica, describiendo sus sintomas y posibles
alternativas terapéuticas y dar una explicacion de la necesidad de
encontrar una forma de remediarla.

- Relacionar la enfermedad con los genes que estan implicados en su
aparicion y describir las posibles mutaciones que aparecen en estos con
mas frecuencia.

- Definir el sistema CRISPR, especificamente CRISPR-Cas9, tanto en su
forma natural en bacterias como su posible aplicacién para el
tratamiento en terapia génica.

- Sintetizar la informacion, tanto teérica como practica, hallada en el
estudio principal, y exponerla de una forma clara y concisa.

- Discutir los resultados obtenidos, aportando datos hallados en otros
estudios, exponiendo posibilidades alternativas para una correcta

interpretacion de éstos.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Introduccion.

El articulo Correction of a pathogenic gene mutation in human embryos
(en espafol, Correccion de la mutacion de un gen patogénico en
embriones humanos)?, se centra en la correccion de una mutacion
autosémica dominante en el gen MYBPC3, cuya herencia en una Unica copia

provoca sintomas clinicos de MCH.

Una posibilidad para prevenirla transmision de segunda generacion es el
diagnostico genético preimplantacional (DGP), que implica el analisis del DNA
de los embriones obtenidos tras fertilizacién in vitro (FIV) para seleccionarlos
gue no llevan la mutacion. Cuando solo uno de los padres lleva una mutacién
en heterocigosis, el 50% de los embriones debe estar libre de mutacion y
disponible para la transferencia, mientras que los embriones portadores
restantes se descartan. Segun los autores del articulo, la correccion genética
permitiria el rescate de embriones mutantes, aumentando la cantidad de
embriones disponibles para la transferencia, lo que, en dltima instancia,

mejoraria las tasas de embarazo.

En particular, CRISPR-Cas9 es una herramienta versatil para reconocer
secuencias gendmicas especificas e inducir cortes de doble hebra. A
continuacion, estos cortes se resuelven principalmente mediante mecanismos
de reparacion de DNA enddgenos, usando principalmente una via de unién de
extremos no homoélogos (NHEJ). Obviamente, NHEJ es inapropiado para
aplicaciones de correccion de genes, porque introduce mutaciones adicionales
en la forma de inserciones o deleciones, comunmente denominadas indels. En
algunos casos, sin embargo, las células diana activan una via de reparacion de

ADN alternativa, llamada reparacion dirigida por homologia (HDR), que utiliza
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como plantilla el cromosoma homdlogo no mutante o una molécula de DNA

exdgeno suministrada, lo que lleva a la correccion del alelo mutante.

Aunque las mutaciones homocigotas hubieran sido mas deseables para la
correccion de genes, la generacion de embriones humanos homocigotos con
fines de investigacion es practicamente imposible. Las mutaciones
homocigotas de MYBPC3 en adultos son extremadamente raras debido a la
gravedad de los sintomas clinicos y la aparicion temprana de la enfermedad.
Asi, el trabajo refiere especificamente a la mutacion MYBPC34GAGT una
deleccién de cuatro pares de bases (pb) en el gen MYBPC3. Esta es
introducida en cigotos humanos por los espermatozoides de un varén portador
heterocigoto, mientras que los ovocitos obtenidos de mujeres sanas
proporcionaron unicamente el alelo normal silvestre. Por tanto, por via materna
se transfiere solo el alelo silvestre, mientras que por via paterna se transfiere

con igual probabilidad (50%) el alelo silvestre y el alelo mutante.

4.1.2. Realizacion practica |

En este articulo, se exponen tres ensayos con sus resultados sobre la
viabilidad y capacidad de CRISPR-Cas9 para su utilizacion en la terapia génica
y, en particular, para determinar si puede emplearse para eliminar la mutacion
en el gen MYBPC3, causante de la MCH.

4.1.2.1. Ensayo 1

Se generaron células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) mediante la
utilizacion de fibroblastos de un paciente de sexo masculino adulto con MCH
familiar bien documentada, causada por ladelecionMYBPC34GAGT  dominante
en heterocigosis. Por otro lado, se disefiaron dos construcciones de RNA de
guia unica (sgRNA), que poseen directamente la conformacion necesaria para
la actuacion de CRISPR-Cas9, dirigidas especificamente a la delecion

MYBPC34GAGT junto con dos plantillas exégenas de oligodesoxinucledtidos de
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cadena unica (ssODN), con homologia a la region seleccionada para que sean
utilizadas como molde de la reparacion de la delecion a través de la via HDR.
Para diferenciar las secuencias de los ssODN de la del alelo silvestre, se
introdujeron dos sustituciones sin6nimas de un dnico nucledtido en cada
plantilla de ssODN. Por tanto, se utilizd6 por una parte un sistema CRISPR-
Cas9-1 junto con ssODNL1 vy, por otra parte, otro sistema CRISPR-Cas9-2 junto
con ssODN2. Ademas de los ssODN, estos dos sistemas CRISPR-Cas9 se
diferencian entre si en el nimero de pares de bases de los sgRNA que poseen
homologia con el DNA diana, 19 pb para el sistema CRISPR-Cas9-1 y 20 pb
para el CRISPR-Cas9-2 (Figura 5). Cada experimento de transfeccion implico
la introduccion en las iPSCs de un plasmido para expresar un sgRNA, otro
plasmido con el gen que codifica la proteina Cas9 y un ssODN.

a b
CRISPR-Cas9-1 (sgRNA(19bp)-Cas9) CRISPR-Cas9-2 (sgRNA(20bp)-Cas9)
MYBPC3 MYBPC3
‘) M 1S B (SIS 3 8 e e e 5! AGCGGGTGGAGTTTGAGTGTGAAGTAL
Wild type AGCG! JAGTT .“.T.‘ 31 .m.r{ Al :‘, AGG Wlld;lyxlx' 1 T | '
allele AAA i ACACT I"i\'l)’ ; e 3! TCGCCCACCTCAAACTCACACTTCATA \
7/
GAGT | AM
Mutant 5’ AGCHGGTGGAGTTT====~GTGAA Mutant 5 AGEGGS MG
allele i allele _ ML |
CACCTCAAA====CACTTCATAGCCTCC 3" TCGCCC I
| )
| | (i 11
sgRNA 5701/ i) rATGUULUS SERNA 5 GUUTUGALT [ [mmmm UUUUAGA

20bp

19bp : .
GUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUAAA \ GUUCAACUAUUGECUGAUCGGARUAAAAI
| | |
Tl

3 JUUUUY

5/ ==~GGAGTTTGAGTG CGAGGTATCG-~~3" ssODN-1 (200 mer)
5/ «~=GGAGTT CGAATGTGAAGTATCG-~~3" ssODN-2 (100 mer)

Figura 5. Estructura y diferencias de las construcciones utilizadas. Se muestran las
secuencias de los alelos silvestre y mutante del varon heterocigoto. EI sgRNA alna en una
Unica molécula las propiedades del crRNA y del tracrRNA del sistema CRISPR-Cas9.a) Unién
del sgRNA mediante homologia por reconocimiento de 19 pb (CRISPR-Cas9-1) y estructura de
ssODN-1. b) Union del sgRNA mediante homologia por reconocimiento de 20 pb (CRISPR-
Cas9-2) y estructura de ssODN-2. Los nucle6tidos en color rojo de los ssODN indican los
cambios sinénimos respecto al alelo silvestre aportado por los progenitores. También se indica

en rojo el protospacer adjacent motif (PAM), necesario para la accion de CRISPR-Cas9.
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De 61 clones iPSC transfectados, 44 (72.1%) no fueron corregidos, ya que no
sufrieron ningun cambio. De los 17 restantes, 10 (58,8 %) fueron reparados por
NHEJ y contenian varios indels adyacentes al sitio de la mutacion. Los 7 clones
restantes (41,2%) fueron reparados por HDR usando ssODN-1 como molde.
Asi, la eficacia total de actuacion para CRISPR-Cas9-1 fue del 27,9% (17/61), y
el 41.2% (7/17) de los corregidos fueron reparados por HDR (Tabla 2).

La eficacia de la modificacion con CRISPR-Cas9-2 fue del 13.1% (23/175) y
s6lo el 13% de éstos (3/23) fueron reparados por HDR. De esos 3 clones, 2
fueron reparados usando el oligonucleétido ssODN-2 mientras que el tercer
clon fue reparado usando como molde el alelo silvestre aportado por la madre.

Tipo de Clones | Clones Clones Clones Clones Eficiencia
CRISPR- | analizados | corregidos | corregidos | corregidos | corregidos | de HDR
cas9 por NHEJ | por HDR | por HDR
usando usando
ssODN alelo
silvestre
1 61 17(27,9%) | 10(58,8%) | 7 0 41,2%
(7117)
2 175 23(13,1%) | 20(86,9%) | 2 1 13%(3/23)

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos en el ensayo.

Estos resultados indican una alta especificidad de los sgRNA, ya que ningun
alelo silvestre sufri6 modificacion alguna. Ademas, se observa que CRISPR-
Cas9-1 posee un mayor porcentaje de reparaciones por HDR que CRISPR-
Cas9-2, mostrandose mas util para el objetivo de ser utilizado en terapia

génica, por lo que sera el sistema utilizado en los siguientes ensayos.

4.1.2.2. Ensayo 2

Este ensayo se realizo en cigotos humanos producidos mediante la fertilizacion

de ovocitos portadores del alelo silvestre con espermatozoides del varén
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heterocigoto para la mutacion MYBPC34GAGT de manera que cabe esperar que
la mitad de los cigotos heredaran el alelo silvestre paterno y la otra mitad el
alelo mutante. Se llevé a cabo una microinyeccién de una mezcla conteniendo
el sgRNA, la proteina Cas9 y una cadena molde ssODN en el citoplasma de
cigotos en fase S,18 h después de la fertilizacion (Figura 6). Los cigotos
inyectados y los controles intactos (no inyectados) se cultivaron durante 3 dias,
y se procedido al aislamiento y analisis de cada blastbmero embrionario

individual por secuenciacion.

WT CRISPR-Cas9
I
® WTANT
_— =
MIl cocyte Zygote
S-phase
CRISPR-Cas9 /_' o
Mut | Untargeted
MYBPC346AGT mutant embryo
| - S
el (A =5
\ )
CWT/Mut
Mil oocyte Z@te
S-phase

HDR-repaired
aembryo

Figura 6. Esquema de la realizacién del ensayo.

La secuenciacion de 83 blastdbmeros individuales obtenidos de 19 embriones
control, procedentes de cigotos no inyectados, mostré que 9 (47.4%) eran
homocigotos silvestres (MYBPC3WTWT) y 10 (52.6%) heterocigotos, portadores
del alelo materno silvestre y el alelo paterno mutante (MYBPC3WT/AGAGT)
(Figura 7A). Esta distribucion era la esperada (50% de cada tipo) y demuestra
que la muestra de esperma contenia el mismo numero de espermatozoides

silvestres y mutantes con motilidad y eficacia de fertilizacion similares.
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Entre 54 embriones inyectados con CRISPR-Cas9, 36 (66,7%) fueron
homocigotos para el alelo silvestre, por lo que cada blastomero era
genotipicamente MYBPC3WTWT De los 18 restantes (33,3%), 5 fueron
heterocigotos completos, en los que cada uno de sus blastémeros era
genotipicamente MYBPC3 WTAGAGT vy 13 mostraron mosaicismo, es decir,
poseian mas de un genotipo en sus blastbmeros. De estos embriones mosaico,
todos poseian al menos un blastomero heterocigoético con el alelo silvestre y el
alelo mutante con la delecién, genotipo MYBPC3WTAGAGT o con el alelo
silvestre y con un alelo portador de un indel caracteristico de NHEJ, genotipo
MYBPC3WTNHEJ |o que sugiere que estos embriones se originaron a partir de

cigotos heterocigotos (Figura 7 A, B, C).

Por tanto, de los 18 embriones procedentes de cigotos heterocigotos, CRISPR-
Cas9 habia actuado en 13 de ellos (72,2%), porcentaje mucho mas alto que en
el ensayo anterior con iPSCs (27,9%) (Figura 7D), explicado porque la
microinyeccion en los cigotos es una técnica mucho mas eficaz que la
transfeccion de iIPSCs. Ademas, se observa que de los 55 blastémeros de los
13 embriones sobre los que actué CRISPR-Cas9, 35 (66,3%) fueron reparados
mediante HDR, aunque utilizando, inesperadamente, como molde el alelo
silvestre materno, no encontrandose ninguno que tomara como molde el
ssODN (Figura 7D). De hecho, se produjo correccion mediante HDR en 7 de

los embriones sin necesidad de afadir el sSSODN (Figura 7B).

Los célculos anteriores estan realizados teniendo en cuenta solo los embriones
mosaicos. No obstante, también cabe la posibilidad de que todos los
blastomeros individuales de un embribn hayan reparado la delecion
MYBPC34GAGT por HDR utilizando el alelo materno de tipo silvestre como
molde (MYBPC3WTHDR) — siendo éstos indistinguibles de los embriones
procedentes de cigotos que han recibido el alelo silvestre de ambos
progenitores y, por tanto, incluidos en el grupo de homocigoéticos silvestres.
Estos datos se reafirman al comprobar el aumento de homocigotos silvestres
en los embriones inyectados (66,7%) respecto a los controles (47,4 %) (Figura
7A).
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Figura 7. Exposicion de los resultados obtenidos en el ensayo 2. a) Diferencias obtenidas

en el genotipo entre los embriones control y los embriones inyectados con CRISPR-Cas9. b)
Estructura y genotipos de los blastomeros en los embriones mosaico. c) Comparacion del
numero de blastbmeros mutantes, blastomeros reparados por HDR y blastémeros reparados
por NHEJ en los embriones mosaico. d) Cantidad de embriones mutantes en los que CRISPR-
Cas9 actla y comparacion del porcentaje de reparaciones realizadas de las dos formas
posibles (HDR y NHEJ)

La comparacion de los resultados de ambos ensayos sugiere que los
embriones humanos emplean mecanismos de reparacion del DNA distintos a
los de las células somaticas o pluripotentes, probablemente reflejando
requisitos evolutivos para un control riguroso sobre la fidelidad del genoma en

la linea germinal.

4.1.2.3. Ensayo 3
Cabe destacar que la obtencion de embriones mosaicos no es un resultado
deseable, ya que estos embriones no son validos para la aplicacion clinica. Se

estudié entonces el motivo de la aparicion de este tipo de embriones y la forma

de evitarla.
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La mayoria de los embriones mosaico del estudio anterior (11 de 13) soélo
poseian dos genotipos MYBPC3WTHDR y MYBPC3WTNHES  ogMYBPC3WT/HDR y
MYBPC3WTAGAGT ' |g que sugiere que en el momento de actuacion de CRISPR-
Cas9 ya habia dos copias del alelo mutante (Figura 8A). Hay dos posibles

explicaciones para este resultado:

- 1)en el momento de la inyeccion, el cigoto habia completado la
replicacion de su DNA y ya habia producido dos alelos mutantes;

- 2) CRISPR-Cas9 se mantuvo activo después de la division del
cigoto, actuando en estadios posteriores en los que ya hay dos alelos

mutantes.

La solucion a ambas alternativas, segun el articulo, es realizar la co-inyeccion
del espermatozoide junto con el CRISPR-Cas9 en el ovocito en fase MII,
permitiendo la edicion del genoma cuando el prondcleo masculino todavia

contiene, con total seguridad, una sola copia del alelo mutante (Figura 10A).

Por lo tanto, CRISPR-Cas9 se mezcld con la suspension de esperma y se co-
inyectd en ovocitos en esta fase. Tal y como se realizd en el ensayo anterior,3
dias después de la fertilizacién se procedio al aislamiento y andlisis de cada
blastbmero embrionario individual por secuenciacién. El resultado fue que
todos los blastomeros de 16 embriones de 58 inyectados fueron
inequivocamente heterocigotos con genotipo MYBPC3WTNHEJ | os 42
embriones restantes (72.4%) presentaron blastémeros homocigotos silvestres,
MYBPC3WTWT (Figura 8B). De éstos, 41 eran embriones homocig6ticos
uniformes que consistian en blastbmeros MYBPC3WTWT portadores de alelos
silvestres indistinguibles. ElI embriébn restante poseia 7 blastomeros
homocigotos silvestres, 4 de genotipo MYBPC3WTWT  pero reparados por HDR
mediante el ssODN, y 3 también homocigoticos con alelos silvestres
indistinguibles, lo que sugiere reparacion mediante HDR empleando el alelo
silvestre materno como molde. No se detectaron blastdbmeros heterocigoticos
con alelos mutantes MYBPC34GAGT o que indica un 100% de eficacia en la
actuacion de CRISPR-Cas9, mucho mayor que la del ensayo anterior (72,2%).

Ademas, so6lo uno de los embriones poseyé mas de un genotipo en sus
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blastomeros, lo que indica una marcada reduccién del mosaicismo en
embriones inyectados en fase MIl. El tnico embribn mosaico posee todos los
blastémeros reparados por HDR, por lo que podria ser elegible para la
transferencia.

Cabe destacar el aumento obtenido en el porcentaje de embriones silvestres
MYBPC3WTWT 72 4%, respecto al 47,4% observado en los controles (Figura
10C). Este incremento es el mas alto de todos los ensayos, frente al 66,7%
obtenido tras la inyeccidbn de cigotos en fase S. Se observa correccion
mediante HDR empleando como molde el alelo silvestre materno, tanto si se
co-inyecta ssODN como si no (Figura 8D). Teniendo en cuenta que, dada la
transmision de los alelos silvestre y mutante a través del esperma, del 50%
para cada uno de ellos, cabe esperar que la mitad de las fecundaciones den
lugar a cigotos homocigotos silvestres, MYBPC3WTWT vy |a otra mitad a cigotos
heterocigotos MYBPC3WTAGAGT ' restando un 50% al 72,4% obtenido en el
ensayo de co-inyeccion en ovocitos MIl y al 66,7% logrado en la inyeccion en
cigotos en fase S, se obtiene una eficacia hipotética de obtencion de embriones

silvestres del 22,4% en el primer caso y del 16,7% en el segundo (Figura 8E).
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Figura 8. Exposicion de los resultados obtenidos en el ensayo 3. a) Esquema de la
realizacion de los ensayos 2 (inyeccion de CRISPR-Cas9 en fase S) y 3 (inyeccion de CRISPR-
Cas9 en fase MIl). b) Genotipos y porcentaje de éstos en los embriones estudiados. c)
Diferencia de embriones homocigotos silvestres obtenidos en el grupo control y en embriones
co-inyectados en fase MII. d) Proporcion genotipica de embriones obtenidos introduciendo el
oligonucleotido ssODN vy sin introducirlo. €) Comparacion de la distribucién genotipica de los
embriones control, los embriones inyectados en fase S (ensayo 2) y los embriones co-

inyectados en fase M (ensayo 3).

En resumen, la administracion de CRISPR-Cas9 en ovocitos en fase Ml
proporciona una accion mas eficaz de esta herramienta y una mayor proporcion

de reparacion por HDR, al tiempo que elimina el mosaicismo.

4.1.3. Realizacion practica ll

Debido a los buenos resultados obtenidos, se llevaron a cabo otros dos
ensayos, tomando como base los anteriores, en los cuales se observaron la
progresion de los embriones modificados y la presencia o ausencia de

alteracion en otros lugares del genoma.

4.1.3.1 Desarrollo y citogenética de embriones reparados

Para realizar este ensayo, se procedié al cultivo de embriones inyectados con
CRISPR-Cas9, observandose su desarrollo. De forma similar a los controles
intactos, el 72,7% (16/22) de los embriones inyectados en fase MIl se
desarroll6 hasta la etapa de ocho células y el 50.0% (11/22) progres6 a
blastocistos. Ademas, para realizar un analisis mas exhaustivo y disponer de
material suficiente para realizar observaciones citogenéticas, se obtuvieron seis
lineas celulares a partir de estos blastocistos y una linea de un blastocisto
control. El andlisis de estas lineas revel6 que cuatro lineas tratadas con
CRISPR-Cas9 (ES-WT1, ES-WT2, ES-WT3 y ES-WT4) y una linea control (ES-
C1) eran genotipicamente MYBPC3WT™WT mientras que las dos lineas celulares
restantes, inyectadas con CRISPR-Cas9 (ES-Mutl vy ES-Mut2)
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eranMYBPC3WTNHEI - No se detectd ningin cambio significativo con los

embriones del grupo control.

Estos resultados siguen poniendo de manifiesto la alta eficacia de actuacion de
CRISPR-Cas9 en embriones humanos inyectados en fase MIl, ademéas de
demostrar, que los embriones humanos tratados con CRISPR-Cas9 muestran
un desarrollo normal a blastocistos. La realizacion de cariotipos con bandeo G

revela, ademas, que no se producen anomalias citogenéticas.

4.1.3.2. Consecuencias fuera del objetivo en embriones humanos
reparados

Un problema de seguridad con respecto a la aplicacion clinica de la correccion
del gen en embriones humanos mediante la utilizacion de CRISPR-Cas9 es
gue éste puede inducir mutaciones no deseadas fuera del objetivo, en regiones
del genoma con alta homologia a la secuencia diana. Para comprobar la
magnitud de este problema, se realiz6 un andlisis por secuenciacion del

genoma completo del DNA del varon heterocigoto.

Tras el andlisis, se identificaron 16 posibles sitios fuera de la secuencia diana
con elevada homologia al alelo mutante MYBPC34GAGTy 7 sitios adicionales, de

menor homologia, pero posibles lugares de corte de CRISPR-Cas9.

A continuacion, se secuenciaron y analizaron estos sitios en cada blastomero
de dos embriones control no tratados, dos embriones mosaicos y uno
homocigético silvestre derivado de cigotos inyectados en fase S, y dos
embriones, uno homocigoto silvestre y otro heterocigoto MYBPC3WT/AGAGT
inyectados en fase MIl. No se detecté ninguna modificacién fuera del locus
diana en ninguno de los 28 blastomeros seleccionados. La utilizacion de otras
técnicas de secuenciacion no mostro tampoco modificaciones fuera de la
secuencia diana. Por tanto, en resumen, se demuestra la alta especificidad de
CRISPR-Cas9 y su seguridad en cuanto a la no produccién de alteraciones en

otras regiones del genoma.
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En conclusion, tras todos estos ensayos realizados, se puede concluir que la
terapia génica con CRISPR -Cas9 tiene un gran futuro por delante, ya que
posee una notable eficacia de accién y una elevada frecuencia de HDR. Sin
embargo, debido a la posibilidad de reparacion por NHEJ (reparacién no
deseada), la edicibn del genoma realizada mediante esta técnica debe

optimizarse aun mas antes de que pueda considerarse su aplicacion clinica.

4.2. Discusién

La elevada eficacia de correccion hacia el alelo silvestre mediante HDR
obtenida en este articulo no dejo a nadie indiferente. Rapidamente, medios de
todo tipo, tanto fisicos como electronicos, se hicieron eco del documento y de
los posibles beneficios que éste podria tener en la sociedad, ya que suponia un
gran avance para la resolucion de muchas enfermedades con un componente
hereditario de tipo dominante y daba esperanzas a parejas con el deseo de

tener hijos propios.

Sin embargo, con el paso del tiempo, varios grupos de investigacion expertos
en la materia han puesto en duda los resultados obtenidos?!C. Estas dudas se

fundamentan en los siguientes hechos:

- Laforma en la que se demuestra la correccidon no es, segun estos
profesionales, la correcta. El estudio se basa en demostrar la ausencia
del alelo mutante de partida, heredado del varén heterocigoto, una vez el
embrién ha sido tratado con CRISPR-Cas9. Sin embargo, lo que deberia
de comprobarse es si ha habido una verdadera correccion de la
mutacion. En el articulo, se menciona que el andlisis de los embriones
se realiza por secuenciacion, tras amplificacion por PCR de la regién
implicada, pero los autores no indican si su estrategia permitia detectar
la incorporacion de la secuencia silvestre del cromosoma materno en la
rotura inducida en el homélogo paterno.

- El gran aumento obtenido en el porcentaje de embriones que se

reparan mediante HDR respecto a otros trabajos. Existen muchos
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estudios, tanto en animales (ratones principalmente) como en humanos,
en los que se demuestra que CRISPR-Cas9 tiene preferencia por la
reparacién no homologa de la rotura, por lo que, aunque un aumento de
la reparacion homologa es posible, se considera un porcentaje
demasiado alto.

El hecho mas significativo por el que estos profesionales difieren de los
investigadores que realizaron el estudio y rechazan, en su mayoria, los
resultados obtenidos, es la correccién de la rotura usando como
molde el alelo silvestre del cromosoma materno. Sugieren que, en
los momentos de la inyeccion del sistema CRISPR-Cas9, tanto en fase
S (ensayo 2) como en fase M (ensayo 3), los cromosomas provenientes
de ambos progenitores se encuentran aislados el uno del otro en los
prondcleos masculino y femenino. Existen otros estudios genéticos
realizados en los cuales la reparacién producida por HDR tomando
como molde el alelo silvestre es posible, pero suceden en menos del
10% de las ocasiones, y no poseen muchas caracteristicas comunes
con el estudio de Ma et al. Por tanto, aunque la reparacion utilizando el
cromosoma homélogo no puede ser excluida totalmente, la separacion

fisica de los genomas maternos y paternos seria un gran impedimento.

Tras la fecundacion, se forman distintos nucleos materno y paterno
(pronucleos), de modo que los dos genomas estan separados en una
célula que tiene mas de 100 um de diametro (Figura 9 C, E). Durante la
primera interfase, los pronucleos materno y paterno migran desde el sitio
de su formacion hacia el centro del cigoto, pero la separacion persiste en
esta fase (Figura 9 C, D, E). Los genomas materno y paterno se
someten a la replicacién del DNA en nucleos separados y comienzan la
primera mitosis como entidades separadas (Figura 9 C, D, E). La fusion
de ambos nucleos no ocurre hasta que la accion de los microtubulos
ensambla ambos genomas en la metafase de la primera mitosis (Figura
9C, E).
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Por lo tanto, ya que se requiere la interaccion directa entre los genomas
materno y paterno para la reparacion mediante HDR empleando el
cromosoma homaologo materno como molde, dicha interaccion no puede
ocurrir hasta la metafase de la primera divisibn mitética, de manera que,
tras la inyeccion de CRISPR en fases anteriores, es aparentemente

imposible que este tipo de reparacion ocurra.

¢, Qué explicacion alternativa se puede dar a los resultados obtenidos en

el estudio?

Los argumentos se centran sobre todo en la forma de analisis de los
resultados. Para poder realizar la secuenciacion en el estudio, se lleva a cabo
la amplificacion mediante PCR de una secuencia de unas 534 pb donde se
localiza la mutacion. Es posible que la endonucleasa Cas9 elimine la secuencia
de union de uno de los dos cebadores necesarios, haciendo que esta region no
se amplifique. Por tanto, las Unicas secuencias amplificadas por PCR vy
analizadas posteriormente mediante secuenciacion serian las provenientes del
alelo materno (Figura 9 A, B). Esta hipotesis es capaz de dar explicacion a los
altos porcentajes de genotipos silvestres obtenidos sin que se produzca la

reparaciéon por HDR utilizando como molde el alelo materno.

Para que esta hipétesis pueda ser plausible, CRISPR-Cas9 deberia producir
deleciones més grandes de las esperadas por los investigadores en el articulo.
Existen estudios realizados en ratones en los que estas deleciones mas
grandes, de hasta 600 pb, han sido probadas!!. Puesto que la mutacién esta
localizada a unas 200 pb del sitio de unién de uno de los cebadores, deleciones
algo mayores de 200 pb podrian ser suficientes para eliminar este sitio de
union del cebador y conducir solamente a la amplificacion del alelo materno
(Figura 9 A, B), dando la apariencia engafiosa de una correccién del alelo

paterno.
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Figura 9. Restricciones en la edicién de genes por recombinacion entre cromosomas
homélogos en embriones humanos. A) Posibles resultados de reparacion después de un
corte inducido por Cas9 en el locus MYBPC34CGAGT paterno. Los circulos rojos y azules
indican variantes genéticas maternas y paternas Unicas, respectivamente. El resultado de
la reparacion por HDR puede aparecer con 0 sin entrecruzamiento entre ambos
cromosomas homoélogos. También son posibles largas deleciones producidas por NHEJ,
dando como resultado la eliminacién del sitio de unién para uno de los cebadores utilizados
para el genotipado. B). Esquema de posibles resultados de reparacién después del corte
producido por Cas9. C) Esquema de la inyeccién intracitoplasmica de esperma (ICSl)
seguida de la progresion del ciclo celular durante el dia 1 de desarrollo. EI nUmero de
genomas maternos y paternos esta indicado en cada fase. D) Progresion de cigotos
humanos a través del primer ciclo celular desde la etapa de dos prondcleos hasta
prometafase. E) Progresion del ciclo celular durante el dia 1 en zigotos de ratén fertilizados.
De 23 cigotos de ratdn, ninguno mostré contacto directo entre los genomas materno y

paterno hasta la metafase de la primera division mitética.
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5.CONCLUSIONES

- Debido al alto porcentaje de enfermos que presentan MCH hereditaria, y al
alto porcentaje de mortalidad que provoca en pacientes jovenes, es necesario
centrarse, principalmente, en la correccion de esta forma de la enfermedad, y

en las caracteristicas que presenta.

- La correccion mediante ediciébn génica de la mutacién del gen MYBPC3,
principal causante de MCH, seria una alternativa importante para los
tratamientos actuales de la enfermedad, permitiendo eliminar ésta antes del

nacimiento.

- El uso de CRISPR-Cas9 es una buena opcion para llevar a cabo esta
correccion, pero hay que tener en cuenta la posible reparacién de los cortes del
genoma por recombinacion no homodloga (NHEJ), que daria lugar a la

inviabilidad del individuo, principal desventaja de este sistema.

- Por tanto, CRISPR-Cas9 es una herramienta util con mucho futuro por
delante. No obstante, es necesario realizar mas estudios sobre ella, repitiendo
los experimentos aqui expuestos, intentando subsanar los errores encontrados
y comprobando la veracidad de los resultados, y si no es asi, seguir trabajando

para encontrar la viabilidad de su uso.

36



6. BIBLIOGRAFIA

1. Erdmann J, Raible J, Maki-Abadi J, Hummel M, Hammann J, Wollnik B y

2. cols. Spectrum of clinical phenotypes and gene variants in cardiac
myosin-binding protein C mutation carriers with hypertrophic
cardiomyopathy. J Am Coll Cardiol 2001;38(2):322-330.

3. Watkins H, Conner D, Thierfelder L, Jarcho JA, MacCrea C, McKenna
WJ y cols. Mutations in the cardiac myosin binding protein—-C gene on
chromosome 11 cause familial hypertrophic cardiomyopathy. Nature
Genetics 1995;11: 434-437.

4. Richard P, Charron P, Carrier L, Ledeuil C, Cheav T, Pichereau C y cols.
Hypertrophic cardiomyopathy: distribution of disease genes, spectrum of
mutations, and implications for a molecular diagnosis strategy.
Circulation 2003;107:2227-2232.

5. Freiburg A, Gautel M. A molecular map of the interactions between titin
and myosinbinding protein C. Implications for sarcomeric assembly in
familial hypertrophic cardiomyopathy. Eur J Biochem 1996;235(1-2):317-
323.

6. Cazorla O, Szilagyi S, Vignier N, Salazar G, Kramer E, Vassort G y cols.
Length and protein kinase A modulations of myocytes in cardiac myosin
binding protein C-deficient mice. Cardiovasc Res 2006;69:370-380.

7. Lander ES. The Heroes of CRISPR. Cell. 2016;164: 18-28.

8. Haber JE. Lucky breaks: analysis of recombination in Saccharomyces.
Mutat. Res. 2000; 451: 53-69.

9. Ma H; Marti-Gutierrez N; Park SW; Wu J; Lee Y; Suzuki K y cols.
Correction of a pathogenic gene mutation in human embryos. Nature.
2017; 548: 413-419.

10. Egli D; Zuccaro MV; Kosicki M; Church GM; Bradley A; Jasin M. Inter-
homologue repair in fertilized human eggs?.2017; 1-6.

11. Shin HY; Wang C; Lee HK; Yoo KH; Zeng X; Kuhns T y cols. CRIPR/
Cas 9 targeting events cause complex deletions and insertions at 17

sites in the mouse genome. Nature 2017; 1-10.

37



12. Hsu PD; Lander ES; Zhang F. Development and Applications of
CRISPR-Cas9 for Genome Engineering. Cell. 2014;157;1262-1278.

38



